Efecto del agente sexador bovino para hembras sobre el porcentaje de producción de embriones hembras in vitro by López Zhindón, Noelia Natalí
 UNIVERSIDAD DE CUENCA 
Facultad de Ciencias Agropecuarias 
Carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia 
 
Efecto del agente sexador bovino para hembras sobre el porcentaje de producción de 
embriones hembras in vitro 
 
Trabajo de titulación previo a la obtención del 
título de Médica Veterinaria Zootecnista 
 
Autora: 
Noelia Natalí López Zhindón 
CI: 0301930723 
Director: 
Luis Eduardo Ayala Guanga, PhD 
CI: 0102635463 
 







Noelia Natalí López Zhindón 




Universidad de Cuenca 
Resumen 
 
La investigación se realizó en el laboratorio de biotecnología. El objetivo fue determinar el efecto del 
agente sexador de semen (HeiferPlus™) sobre el porcentaje de embriones hembras obtenidos en 
producción in vitro (PIV). Se valoró calidad espermática, cantidad de ovocitos clivados y blastocistos 
obtenidos y número de embriones hembras y machos. Se analizó tres tiempos de co-incubación 
(semen + HeiferPlus™) y un control, utilizando un diseño completamente al azar, los resultados se 
evaluaron  en SPSS® versión 25. Se comparó las variables cualitativas utilizando prueba de Chi 
cuadrado, para las cuantitativas se realizó un ANOVA y para comparar medias la prueba de Tukey al 
5%. Los tratamientos T2 y T3  difieren de T1 y control en cuanto a Vitalidad y Motilidad Individual 
Progresiva; la Integridad de Membrana disminuyó en T1, T2 y T3 frente al control; las Anormalidades 
e Integridad de la Membrana Acrosomal no presentaron diferencia. El clivaje de T3 disminuyó respecto 
a T1 y T2, los cuales presentan valores menores que el control. El número de embriones fue similar 
T2, T3 y control, disminuyendo en T1. La relación de embriones hembras y machos no difieren 
estadísticamente aunque se encontró un incremento del 20,5% y 19,4% a favor de las hembras T1 y 
T2 frente al control. En conclusión HeiferPlus™ afecta parcialmente la calidad seminal, resultando un 
menor número de ovocitos clivados; sin embargo, no afecta el número de embriones obtenidos; 
empero, existe un incremento significativo no estadístico de embriones hembra en PIV al usar el agente 
sexador. 
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Abstract 
 
The research was conducted in the biotechnology laboratory. The objective was to determine the effect 
of the semen sexing agent (HeiferPlus™) on the percentage of female embryos obtained in vitro 
production (PIV). Sperm quality was assessed, number of clivaled oocytes and blastocysts obtained 
and number of embryos female and male. Three times of co-incubation (semen + HeiferPlus™) and 
one control were analyzed, using a completely randomized design, the results were evaluated in 
SPSS® version 25. The qualitative variables were compared using Chi-square test, for the quantitative 
ones performed an ANOVA and to compare means the Tukey test at 5%. Treatments T2 and T3 differ 
from T1 and control in terms of Vitality and Progressive Individual Motility; Membrane Integrity 
decreased in T1, T2 and T3 versus control; The Abnormalities and Integrity of the Acrosomal Membrane 
showed no difference. The cleavage of T3 decreased with respect to T1 and T2, which have lower 
values than the control. The number of embryos was similar T2, T3 and control, decreasing in T1. The 
ratio of female and male embryos do not differ statistically, although an increase of 20.5% and 19.4% 
was found in favor of the T1 and T2 females compared to the control. In conclusion HeiferPlus™ 
partially affects the seminal quality, resulting in a lower number of cleaved oocytes; however, it does 
not affect the number of embryos obtained; however, there is a significant non-statistical increase in 
female embryos in PIV when using the sexing agent. 
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Abreviaturas y simbología  
 
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
ARNm: Ácido ribonucleico mensajero 
CIV: Cultivo in vitro 
CO2: Dióxido de carbono 
COC’s: Complejos cúmulus-ovocito 
DCA: Diseño completamente al azar 
FIV: Fecundación in vitro 
FSH: Hormona foliculoestimulante  
Ha: Hectáreas 
HOST: Hypoosmotic Swelling Test 
IA: Inseminación artificial 
km: Kilómetros 
LAMP: Amplificación isotérmica mediada por un lazo 
LH: Hormona Luteinizante 
min: Minutos 
MIP: Motilidad individual progresiva 




mmHg: Milimetros de mercurio 
mM: Milimolar 
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ng: Nanogramos 
O2: Oxígeno 
OPU: Ovum pick-up 
PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa 
PIV: Producción de embriones in vitro 
RA: Reacción acrosomal 
SOF: Fluido oviductal sintético 
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1 INTRODUCCIÓN 
En los últimos tiempos se ha buscado mejorar el rendimiento de las ganaderías bovinas, mediante la 
implementación de varias biotecnologías, como la producción de embriones in vitro (PIV). Este proceso 
se realiza a partir de ovocitos obtenidos de ovarios de vacas de matadero o animales vivos, los cuales 
son madurados, fecundados y cultivados en laboratorio (1). La PIV conjuntamente con otras 
biotecnologías tiene como finalidad aprovechar al máximo el material genético, que permita obtener 
un mayor número de nacimientos por vaca al año (2); sin embargo,  luego de los 6 o 7 días del proceso 
de PIV apenas un 25-40% de ovocitos alcanzan el estadio de blastocisto (3); además, estos embriones 
son de menor calidad si los comparamos con los producidos in vivo obteniendo porcentajes de 
gestación bajos que fluctúan entre el 30-40% (4). 
Generalmente en la PIV, los ovocitos son fecundadas con semen convencional (no sexado), llegando 
a producir alrededor de un 25-40% de blastocistos viables, estos embriones mantienen la relación del 
sexo en un 50% hembras y 50% machos como sucede in vivo, no obstante en la actualidad se busca 
incrementar el porcentaje de embriones de un sexo determinado dependiendo la actividad de la 
explotación (leche-hembras; carne-machos), con el fin de mejorar la rentabilidad  (5) y se ha 
demostrado que con el uso de semen sexado se puede alcanzar hasta un 90% de crías del sexo 
deseado (6).  
El sexaje de semen se realiza por una técnica llamada citometría de flujo (7), que utiliza una tinción 
fluorescente, misma que se une al ADN de las gametas. Para entender este proceso se debe tener en 
cuenta que los espermatozoides X contienen un 3.8% más ADN que los espermatozoides Y; por lo 
tanto, captan más tinción y emiten más fluorescencia (8), el citómetro de flujo detecta la diferencia de 
fluorescencia y los separa en tres grupos: el primero con mayor luminosidad (espermatozoides X), 
segundo con menor luminosidad (Y) y los muertos o que no han podido ser clasificados en el tercer 
grupo (9). Todo este proceso es largo, lo cual reduce la cantidad de espermatozoides disponibles y 
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contienen apenas 2 millones de espermatozoides, es decir 10 veces menos cantidad que una pajuela 
convencional (20 millones). Además, estos espermatozoides al haber sufrido gran manipulación en su 
proceso de sexaje, se encuentran pre capacitados, lo cual disminuye su capacidad de fecundación in 
vivo (10). Sin embargo, en la producción de embriones in vitro (PIV) la  cantidad de espermatozoides 
necesarios para la fecundación es menor. Además, en la fecundación in vitro (FIV), los 
espermatozoides a utilizar deben estar pre capacitados; por lo tanto, es un punto a favor del semen 
sexado (11,12). 
Lamentablemente, los resultados obtenidos con el uso de semen sexado en la PIV son 
desalentadores, pues la tasa de fecundación in vitro se reduce en un 10 a 20% (13). Esto conlleva a 
tener un menor número de blastocistos transferibles al final del proceso (5,14), con alteraciones 
ultraestructurales, en su morfología y metabolismo, lo cual disminuye su capacidad para lograr una 
gestación (15,16). Estas implicaciones han generado que el uso de semen sexado comercial en la 
producción de embriones in vitro se vea limitada. 
Estudios recientes vienen trabajando en diversas alternativas baratas, eficaces y eficientes, que 
permitan obtener embriones del sexo requerido tanto in vivo como in vitro. Una de ellas es el uso de 
un agente sexador de semen bovino de uso comerciales (HeiferPlus™, EMLAB Genetics, USA). Según 
la información del fabricante este producto mezclado con el semen convencional, incubado por 20 
minutos y luego utilizado para la fecundación vía inseminación artificial (in vivo) o en fecundación in 
vitro (FIV), permitiría obtener mayor número de crías hembras sin afectar la tasa de concepción, esto 
basado en el principio de que aceleraría la motilidad de los espermatozoides X y disminuiría en el 
espermatozoide Y (17,18). Sin embargo, la información existente es muy limitada sobre cómo actúa 
este agente sexador y si realmente incrementa el porcentaje de embriones hembras obtenidos en un 
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1.1  Objetivos 
 Objetivo general 
Determinar el efecto del agente sexador de semen bovino para hembras (HeiferPlus™) sobre el 
porcentaje de embriones hembras obtenidos en un proceso de producción de embriones in vitro (PIV). 
 Objetivos específicos 
• Valorar la calidad espermática pos-incubación con el agente sexador de semen bovino para 
hembras (HeiferPlus™) en los cuatro tratamientos en estudio. 
• Determinar el porcentaje de clivaje y embriones obtenidos en los tratamientos a realizarse. 
• Establecer si la co-incubación con el agente sexador de semen bovino para hembras 
(HeiferPlus™) del semen utilizado en el proceso de fecundación in vitro (FIV) permite obtener 
mayor número de embriones hembra. 
1.2 Hipótesis 
La co-incubación del semen con agente sexador de semen bovino para hembras (HeiferPlus™) previo 
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2 REVISIÓN DE LITERATURA 
2.1 Producción in vitro de embriones (PIV) 
La producción de embriones in vitro (PIV) es una de las biotecnologías ampliamente usadas en las 
últimas décadas, reproduce de manera artificial los procesos de maduración y fecundación ovocitaria 
(19). Son varias las ventajas que nos brinda ya que permite preservar la genética de animales que han 
sido sacrificados, un mejor uso del semen de alto valor genético, control de enfermedades 
reproductivas, entre otras (1). Sin embargo, existen desventajas entre las cuales podemos mencionar 
un bajo porcentaje de embriones transferibles (30–40%), menor calidad, bajos porcentajes de 
gestación, problemas en las criopreservación  (20). 
La PIV se realiza en varias etapas; la primera es la obtención de los complejos cúmulus-ovocito COC’s, 
ya sea de animales de matadero o de hembras vivas (21), la segunda etapa es la maduración de los 
ovocitos, en la cual ocurren una serie de cambios en su citoplasma y núcleo, la tercera etapa es la 
fecundación que es la interacción de los gametos femeninos y masculinos y la cuarta etapa es el cultivo 
en la que se obtienen los blastocistos (22). 
2.1.1 Obtención de los complejos cúmulus-ovocito (COC’s) 
Los ovarios contienen un gran número de folículos en diferentes estados de desarrollo, la recolección 
de ovocitos permite aprovechar los folículos no ovulatorios que en condiciones fisiológicas se volverían 
atrésicos (23). Los complejos cúmulus-ovocito (COC’s) pueden ser obtenidos tanto de animales vivos 
como de ovarios provenientes de vacas sacrificadas en el matadero (24). 
2.1.1.1 Obtención de COC’s de animales vivos 
La obtención de ovocitos de animales vivos permite obtener mayor número de embriones y/o terneros 
por donadora al año (25). Los ovocitos pueden ser recuperados de hembras de todas las edades, en 
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estimulación hormonal. El método más empleado es la aspiración guiada por ultrasonografía (OPU, 
Ovum Pick-Up) (26,27). 
Ovum pick-up (OPU) 
El método de aspiración folicular transvaginal (OPU), fue usado por primera vez en ganado vacuno en 
Holanda al final de la década de los 80 y hasta la fecha han nacido más de 200 000 terneros usando 
dicha tecnología (28). OPU permite recuperar ovocitos de animales vivos, es decir, se conoce el origen 
del material genético, por lo tanto es una buena alternativa de mejoramiento del hato obteniendo mayor 
número de embriones por vaca al año (29), además puede ser aplicada en animales de alto valor 
genético que han desarrollado problemas reproductivos, animales jóvenes, gestantes o seniles (30). 
Se considera una técnica poco invasiva lo que permite repetirla con frecuencia en un mismo animal 
(31), para su realización se emplea un ecógrafo el cual nos ayuda a visualizar los folículos que serán 
puncionados con una aguja acoplada a una sonda transvaginal (24). Factores técnicos como tamaño 
de aguja y presión de vacío influyen sobre la calidad de ovocitos recuperados, además de los factores 
biológicos incluyendo el animal, tratamientos hormonales, frecuencia de OPU y la experiencia del 
operador (32,33).  
2.1.1.2 Obtención de COC’s post mortem 
El uso de ovarios provenientes de hembras enviadas a matadero es una alternativa para el desarrollo 
de las biotecnologías de la reproducción ya que constituyen una fuente de ovocitos a bajo costo (24), 
en grandes cantidades y de buena calidad (27). La recuperación de COC’s post mortem se puede 
realizar por punción folicular y seccionamiento de los ovarios (34). 
Punción folicular 
La punción o aspiración folicular es el método más usado para la investigación, consiste en aspirar el 
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una bomba de vacío (35), se puncionarán los folículos <8 mm ya que estos proporcionan ovocitos de 
mejor calidad (36). Es un método rápido lo que implica que los ovocitos están expuestos por menos 
tiempo a condiciones extrafoliculares (37), aunque es importante tomar en cuenta el calibre de la aguja 
el cual es determinante en cuanto a la calidad de los ovocitos, agujas de calibre pequeño dañan la 
integridad de los ovocitos (38), de la misma forma al usar la bomba de vacío se recomienda presiones 
≤ 65 mmHg con el fin de no afectar la calidad de los ovocitos (39).  
Seccionamiento ovárico (Slicing) 
Los ovarios son colocados en cajas Petri con medio de colección y con un bisturí se realizan cortes 
transversales y longitudinales en la superficie e interior de los mismos (24). Se ha demostrado que 
mediante este método se recuperan mayor cantidad de ovocitos en comparación con la punción 
folicular, sin embargo la calidad es menor (40,41). 
Una vez obtenidos los COC’s se evalúan y clasifican morfológicamente con el fin de tener resultados 
favorables en la posterior maduración y fecundación, dicha clasificación se basa en la apreciación 
visual, considerando las características del cúmulus y del citoplasma del ovocito (27).  
Se clasifican en cuatro categorías:  
• A: ovocito con apariencia compacta, más de cuatro capas de células del cúmulus y citoplasma 
homogéneo y transparente. 
• B: con 1 a 3 capas de células del cúmulus, con citoplasma parcial o totalmente homogéneo con 
algunas zonas oscuras. 
• C: ovocitos totalmente denudados, citoplasma con zonas oscuras irregulares. 
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Figura 1: Ovocitos categoría A - B - C – D (43). 
Solamente los ovocitos de categoría A y B se usarán para la producción de embriones in vitro (44). 
2.1.2 Maduración de los ovocitos in vitro (MIV) 
El objetivo de la maduración ovocitaria es producir un ovocito secundario haploide que cuente con el 
potencial biológico para continuar su desarrollo (45), en esta etapa se reactiva la meiosis hasta 
alcanzar la metafase II y adquiere la capacidad para ser fecundado y desarrollarse hasta blastocisto 
(46), in vivo la meiosis se reinicia gracias al pico preovulatorio de LH, mientras tanto in vitro dicho 
reinicio se da de forma espontánea al retirar el ovocito del folículo (35).  
La maduración consiste en varios eventos que implican la maduración citoplasmática y maduración 
nuclear. Dentro de la maduración citoplasmática tenemos cambios de morfología y la redistribución de 
los orgánulos  que ocurren gracias a la dinámica de los filamentos del citoesqueleto que se adaptan a 
las necesidades de la célula, además se da una reprogramación de la síntesis proteica donde los 
ARNm comienzan a transcribirse y se traducen en proteínas necesarias para la maduración y procesos 
celulares posteriores (47). En el núcleo se presenta la condensación de la cromatina y la disolución de 
la membrana nuclear (46), lo que se conoce como rotura de la vesícula germinal, continúa con la 




Noelia Natalí López Zhindón 




Universidad de Cuenca 
 
Figura 2: Ovocito maduro, presenta el cúmulos totalmente expandido (49). 
Para la maduración in vitro existen diferentes medios como el TCM-199 suplementado con una mezcla 
de hormonas, antioxidantes, factores de crecimiento y macromoléculas, además se debe proporcionar 
condiciones ambientales adecuadas, una atmósfera de 5% CO2 a 38,5°C y humedad de saturación 
(38). 
2.1.3 Fecundación in vitro (FIV)  
La fecundación in vitro (FIV) es el proceso en el cual los ovocitos maduros se cultivan junto con los 
espermatozoides con el objetivo de la fusión de las gametas (50). La fecundación in vivo inicia con la 
capacitación espermática, es decir, los espermatozoides adquieren su capacidad para poder fecundar 
el ovocito, dicho proceso ocurre en el aparato reproductor de la hembra; una vez que los 
espermatozoides fecunden al ovocito maduro, se completa la meiosis II (21).  
El proceso de capacitación in vitro tiene como finalidad la eliminación los componentes adheridos a la 
membrana de espermatozoide, producir cambios en la composición lipídica de la membrana, aumentar 
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capacitación espermática entre las que encontramos el uso de soluciones hipertónicas, cafeína, 
heparina, gradientes de Percoll, etc., (50). 
2.1.3.1 Calidad espermática 
Es importante tener en cuenta la calidad del semen que se usará en la PIV ya que de ella depende 
mucho el resultado final. Al valorar una muestra de semen se evalúan factores como el número de 
espermatozoides viables, su morfología y fisiología lo que indica que los espermatozoides son capaces 
de llevar a cabo la fecundación del ovocito (51). 
Vitalidad  
La calidad seminal se ve reflejada en la cantidad de espermatozoides vivos que presenta la muestra 
por ello es importante evaluar la vitalidad espermática, para lo cual se usan colorantes vitales, el más 
usado es eosina-nigrosina por su facilidad y utilidad (52). Para la prueba se mezcla una gota de semen 
con una gota del colorante y se realiza un extendido, al microscopio se observan los espermatozoides 
muertos teñidos de color rojo o rosa, mientras que los vivos permanecen sin teñir (53), esto debido a 
que el colorante es capaz de atravesar la membrana celular que presenta daño como es el caso de 
los espermatozoides muertos, mientras que la membrana de los espermatozoides vivos se encuentra 
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Figura 3: Tinción eosina-nigrosina. Espermatozoides muertos teñidos, espermatozoides vivos sin 
teñir (55). 
Motilidad espermática 
La motilidad espermática es uno de los aspectos que se valoran con el fin de evaluar la calidad seminal. 
Es importante que los espermatozoides presenten un movimiento activo ya que ello permitirá su 
desplazamiento en el tracto reproductor de la hembra y que se produzca la fecundación (56). Al 
momento de su evaluación se observa el porcentaje de espermatozoides móviles y el tipo de 
movimiento que presentan (57); a pesar de que en la actualidad existen sistemas automáticos de 
medición, dicha evaluación también se puede realizar de forma subjetiva mediante la observación 
visual de una muestra de semen con un microscopio, sin embargo la exactitud y precisión dependerán 
del observador (51). 
Anormalidades espermáticas 
La morfología de los espermatozoides es uno de los aspectos más importantes dentro de la evaluación 
seminal ya que ésta influye sobre la fertilidad de una muestra seminal (58), puesto que cualquier 
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genital de la hembra lo que implica que no se presente la unión con el ovocito (59). Las anormalidades 
espermáticas pueden distinguirse mediante el test con eosina-nigrosina (60), considerando que una 
muestra seminal debe contener como mínimo un 70% de espermatozoides normales para ser 
congelado (53,56). 
HOST (Hypoosmotic Swelling Test) 
La viabilidad y la capacidad de fecundación de los espermatozoides dependen en gran medida de la 
estructura y funcionalidad de la membrana espermática (61); la capacitación espermática, la reacción 
acrosomal y la unión del espermatozoide con el ovocito se dan gracias a una membrana espermática 
intacta (62). HOST permite evaluar el estado funcional de la membrana espermática (63), se basa en 
la permeabilidad de la membrana ya que al estar intacta y expuesta a una solución hipoosmótica, 
absorbe agua lo que causa cambios morfológicos de los espermatozoides (64), la célula trata de 
mantener el equilibrio intra y extra celular lo que causa que se hinchen, iniciando por la cola, es decir, 
los espermatozoides con membrana celular intacta presentan la cola curvada mientras que aquellos 
que presenten defectos en la membrana no lo hacen (65,66).   
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Integridad de la membrana acrosomal 
El acrosoma es parte fundamental del proceso de fecundación puesto que solamente los 
espermatozoides capaces de realizar la reacción acrosomal (RA) en el momento de la penetración del 
oocito, tienen la capacidad de atravesar la zona pelúcida y producir la fecundación (67), sin embargo 
procesos como la congelación y descongelación del semen pueden afectar dicha membrana y por lo 
tanto la capacidad fecundante de los espermatozoides  (68). Existen varios métodos para determinar 
el estado del acrosoma como tinciones, inmunofluorecencia indirecta utilizando anticuerpos 
monoclonales, el marcaje con lectinas fluoresceinadas (69) y en el caso de espermatozoides bovinos 
debido a su tamaño se puede valorar mediante microscopía de contraste de fases donde se observa 
la descondensación parcial de la cabeza (57). 
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2.1.4 Cultivo in vitro (CIV) 
El cultivo de embriones in vitro es el último proceso de la PIV, después de la fecundación, los 
embriones son transferidos a un nuevo medio donde permanecen 7 días, de manera que continúen 
con su división celular a 8, 16 y 32 células, llegando a mórulas y blastocistos respectivamente (20). 
Los embriones se cultivan en el medio SOF (fluido oviductal sintético) suplementado con aminoácidos 
esenciales y no esenciales con el fin de satisfacer las necesidades nutricionales de los embriones (4), 
las condiciones para el desarrollo embrionario son diferentes a las usados para MIV y FIV siendo 
necesaria una atmósfera con el 5% de O2 (24). 
En el proceso de PIV, aproximadamente el 90% de los ovocitos llegan a madurar, de estos el 80% son 
fecundados y comienzan el proceso de división celular, a pesar de ello solo el 25-40% alcanzan el 
estadio de blastocisto, por lo tanto el CIV es el que determina la eficiencia de todo el proceso y la 
calidad de embriones obtenidos (20). 
2.2 Producción in vitro de embriones (PIV) con semen sexado 
Los avances en la biotecnología reproductiva han incrementado la eficiencia de la industria lechera, 
entre ellas el sexado de espermatozoides, ya que predecir el sexo de las futuras crías representa un 
progreso significativo  en la producción lechera (70), aquí existe la necesidad de aumentar la cantidad 
de nacimientos de hembras (71) con el fin de mantener la reposición del hato; es decir, las crías 
hembras reemplazarán a las hembras de descarte y las muertes (72). La citometría de flujo es la 
técnica más usada para el sexado de semen ya que permite separar a los espermatozoides 
dependiendo de sus cromosomas sexuales, se basa en la cantidad de ADN que contienen los 
espermatozoides (5), separa los espermatozoides X e Y ya que el cromosoma X contiene un 3,8% 
más de ADN que el Y (72), sin embargo dicho proceso puede causar efectos adversos sobre los 
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Figura 6: Separación de espermatozoides mediante citometría de flujo (74). 
El porcentaje de crías machos en la PIV usando semen convencional es aproximadamente un 54% 
(75), por lo tanto la combinación de PIV y semen sexado nos ayudan a aumentar la probabilidad de 
obtener crías del sexo deseado, además en la PIV se requiere una menor cantidad de semen por lo 
tanto se optimiza el uso del semen de alto valor genético (11), a pesar de ello, existe contradicciones 
en los resultados en cuanto a la tasa de fecundación, unos estudios demuestran que los resultados 
son similares usando semen sexado y semen convencional, pero otros señalan que el uso de semen 
sexado disminuye el porcentaje fecundación (73), estudios como el de Oses et al., (5) demuestran que 
el porcentaje de blastocistos obtenidos con semen sexado resultó inferior al obtenido con semen 
convencional, de igual manera Larocca et al., (70) encontraron diferencia en el desarrollo embrionario 
a favor del semen convencional en su experimento, a pesar de ello en el mismo estudio no se encontró 
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2.3 Agente sexador de semen bovino para hembras (HeiferPlus™) 
En la actualidad el uso de semen sexado en procesos de PIV presenta dificultades, las más destacadas 
son que aumenta el costo de producción y además disminuye el porcentaje de blastocistos viables, lo 
cual puede deberse a que durante su producción (citometría de flujo) los espermatozoides se someten 
a procesos que pueden afectar su capacidad fecundante (10), en consecuencia se ha visto necesario 
buscar diferentes tecnologías para sexado de semen, entre ellas destaca un agente sexador de semen 
bovino (HeiferPlus™), un producto creado por Timothy J. Williams (EMLAB Genetics), HeiferPlus™ es 
un agente para sexar semen de toro, su propósito es aumentar el porcentaje de crías hembras en 
rebaños lecheros (18).  
El proceso de sexado se da gracias a que el agente sexador de semen bovino  (HeiferPlus™), 
mediante un proceso enzimático estimula o acelera la fertilidad y motilidad del espermatozoide que 
contiene el cromosoma X y por otro lado disminuye la motilidad del espermatozoide portador del 
cromosoma Y (6), por lo tanto los ovocitos serán fecundados con los espermatozoides que portan el 
cromosoma X dando como resultado un incremento de al menos un 20% en el porcentaje de terneras 
nacidas, además la compañía asegura que no existen efectos negativos en cuanto a tasas de 
concepción, incluso informan de un aumento del 5-25% (76). 
2.4 Sexo de embriones  
La determinación del sexo se da por la combinación de los cromosomas sexuales en el genoma de los 
animales (77), en el eyaculado existen espermatozoides que contienen el cromosoma X y otros que 
contienen el cromosoma Y, mientras que los oocitos solo contienen el cromosoma X, por lo tanto en 
el momento de la fecundación, el espermatozoide que posee el cromosoma X dará origen a un 
individuo de sexo femenino (XX) y el espermatozoide que posee el cromosoma Y origina un individuo 
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La necesidad de predecir el sexo de la crías basa su importancia en los múltiples beneficios que 
conlleva como por ejemplo el valor económico para diferentes sexos dependiendo de la raza del 
ganado, reposición del hato, prevención de enfermedades, entre otros; por lo tanto, la manipulación 
de embriones producidos in vitro se ha vuelto una alternativa para alterar la proporción de sexos de la 
descendencia, para ello existen diferentes métodos que básicamente los podemos clasificar en dos: 
invasivos (análisis citogenético, hibridación con sondas de ADN específicas para el cromosoma Y, 
además la reacción en cadena de la polimerasa) y no invasivos (determinación de enzimas ligadas al 
cromosoma X, la utilización del antígeno H-Y y la diferencia de desarrollo entre embriones machos y 
hembras), considerando que los últimos mantienen la integridad embrionaria por lo tato permiten el 
posterior desarrollo embrionario, sin embargo su precisión no se iguala con los métodos invasivos (79–
81). 
2.4.1 LAMP  
La amplificación isotérmica mediada por un lazo (LAMP), un nuevo método para el sexado de 
embriones, fue descrito por primera vez por Notomi et al., en el año 2000; esta técnica amplifica una 
secuencia de ADN con alta especificidad y eficiencia, se realiza bajo condiciones isotérmicas (60-
65°C) en un tiempo relativamente corto (30 min – 1h)  (82). LAMP se basa en el autociclo de 
desplazamiento de cadena de síntesis de ADN para ello emplea una ADN polimerasa y un conjunto 
de cuatro primers u ologonucleótidos específicos: dos primers internos (FIP, BIP) y dos externos (F3, 
B3) que reconocen seis secuencias distintas en el ADN, además de un conjunto de oligonucleótidos 
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Figura 7: Oligonucleótidos de LAMP. Primers internos (FIP, BIP), primers externos (F3, B3), primers 
lazo o bucle (LF, LB) (84). 
El resultado de la amplificación es una estructura de múltiples lazos con tallos sobre el ADN diana, lo 
que da un aspecto parecido a una coliflor (85).  La amplificación se puede realizar en un baño maría o 
en bloques de calentamiento y la reacción puede observarse midiendo la turbidez de la solución, ya 
que produce un precipitado blanco de pirofosfato de magnesio cuando la secuencia diana se amplía 
con éxito, sin embargo se pueden usar otros métodos de detección tal es el caso de la adición 
colorantes que facilitan la visualización del resultado (83).  
El sexado de embriones se realiza utilizando dos reacciones LAMP, una reacción específica para 
macho y una reacción común (bovino), cuando ambas reacciones son positivas, se considera que el 
sexo de los embriones es masculino, por otro lado, cuando solo la reacción común es positiva, se 
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- Papel secante 
- Agujas  
- Placa de calentamiento 
- Jeringas de dos piezas 
- Tubos Falcon de 15 ml 
- Micropipetas 
- Cajas Petri 
- Estereoscopio 
- Estufa 
- Cámara trigas 
- Cámara de flujo laminar 
- Tubos eppendorf 
- Vórtex 
- Centrífuga 
- Cámara de Neubauer 
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- Termociclador 
- Vasos de precipitación 
- Marcadores 
- Probeta 
- Matraz de Erlenmeyer 
- Balanza analítica 
- Horno de microondas 
- Bandeja para gel de electroforesis 
- Peinillas para formar pocillos 
- Cámara de electroforesis horizontal 





- Etanol 70% 
- Solución salina 0,9% 
- Aceite mineral 
- Eosina-nigrosina 
- Solución de Host 
- Agua grado biología molecular 
- Medio de maduración 
- Medio de fecundación 
- Medio de cultivo 
- Percoll 
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- HeiferPlus™ (Agente sexador de semen) 
- Solución de Oligonucleótidos o primers 100 mM 
- Bsm ADN polimerasa 
- Agarosa 
- Buffer TAE 
- Bromuro de Etidio 
- Buffer de carga para ADN 
- Marcador de peso molecular 
3.2 Métodos 
3.2.1 Área de estudio 
El estudio se realizó en el Laboratorio de Biotecnología de la Reproducción Animal ubicado en la 
Granja IRQUIS, el cual se encuentra en el km 23 de la vía Cuenca– Girón,  parroquia  Victoria del  
Portete, altura 2663 msnm., la granja tiene aproximadamente 507,8 Ha., y un clima templado  frío con 
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Figura 8: Ubicación geográfica de la granja IRQUIS (87). 
3.2.2 Metodología para la investigación experimental 
3.2.2.1 Colecta de ovarios, punción folicular y obtención de COC’s  
Se colectaron ovarios bovinos del camal municipal de Cuenca (EMURLAG EP), los mismos que fueron 
transportados en un termo con solución salina (0,9%), temperatura entre 25-35°C para su 
procesamiento en el laboratorio. Una vez en el  laboratorio se retiraron cuidadosamente los tejidos 
adyacentes a los ovarios y se lavaron tres veces en solución fisiológica estéril atemperada (35-37°C). 
Previo a la punción folicular los ovarios se empaparon con  alcohol para bajar la carga bacteriana. 
Luego se tomó cada ovario y se puncionaron los folículos con un diámetro entre 2 a 8 mm, usando 
una jeringa de dos piezas y una aguja calibre 21G. El líquido folicular recuperado se colocó en un tubo 
Falcon de 15 ml atemperado (35-37°C), donde se dejó decantar durante 15 minutos, transcurrido este 
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La placa con líquido folicular se llevó a un estereoscopio para realizar la búsqueda y selección de 
COC’s, los cuales se clasificaron de acuerdo al criterio descrito por Samaniego et al., (42) en aptos 
categorías (A, B) y no aptos (C y D):  
• A = ovocito de apariencia compacta, con más de 4 capas  de células del cúmulus, citoplasma 
granular uniforme y transparente;  
• B = ovocito con 1 a 3 capas de células del cúmulus que cubren la zona pelúcida, con citoplasma 
opaco, total o parcialmente homogéneo y finamente granulado;  
• C = ovocitos totalmente denudados, y/o citoplasma con zonas oscuras irregulares;  
• D = ovocitos deformados con células de la granulosa que cubren parcial o totalmente la zona 
pelúcida o completamente expandidos con cúmulus disperso y descolorido.  
Se usaron únicamente los COC’s seleccionados como aptos y se lavaron en tres gotas de medio 
Hepes-Fluido Oviductual Sintético (H-SOF).  
Se repitieron las maniobras de colecta de ovarios y punción folicular hasta completar 200 COC’s aptos 
por tratamiento. 
3.2.2.2 Maduración in vitro (MIV) 
El medio de maduración estuvo constituido por: TCM 199 suplementado con 0,1 mg/ml de L-glutamina, 
2,2 mg/ml de bicarbonato, 10 % de Suero fetal bovino, 100 μM de Cisteamina, 50 μg/ml de 
Gentamicina, 0,01 UI de FSH y 10 ng/ml de EGF; una vez preparado el medio de maduración fue 
estabilizado dos horas antes de iniciar la MIV. La maduración se realizó en microgotas, para esto se 
usaron placas Petri, sobre las cuales se colocaron gotas de 90 μl de medio de maduración y fueron 
cubiertas con aceite mineral. Luego se colocó los ovocitos en las gotas e inmediatamente se los llevó 
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3.2.2.3 Fecundación in vitro (FIV) 
Pasadas 22-24 horas desde la punción folicular se continuó con la fecundación. Previo a la fecundación 
se preparó una placa con gotas del medio FIV-SOF y se colocó en el incubador a 38,5ºC, 5% de CO2, 
humedad a saturación. 
Proceso de co-incubación del semen con el agente sexador de semen bovino para hembras 
(HeiferPlus™): 
1.-Se colocó la ampolla de agente sexador de semen (HeiferPlus™) en un Baño María (35,6-38,6°C) 
durante 30 segundos para atemperar el producto según lo recomendado por EMLAB Genetics. 
2.-Se tomó una pajuela (semen procesado y probado en el mismo laboratorio; 25x106 
espermatozoides/ml) y se depositó el semen en la ampolla que contenía el agente sexador de semen, 
se mezcló y depositó en un tubo eppendorf. 
3.-Se procedió a la co-icubación en la estufa (35,6-38,5°C), para este estudio se realizaron tres 
tratamientos con diferentes tiempos de co-incubación T1=10 minutos, T2=20 minutos y T3=30 minutos, 
además, de un testigo T4=semen no tratado (sin HeiferPlus™). Para que las muestras terminen la co-
incubación al mismo tiempo se inició todo el proceso (desde la descongelación de la pajuela), con 10 
minutos de diferencia entre los tratamientos, de allí que se colocó primero el tratamiento (T3) de 30 
min, diez minutos después se colocó T2= 20 min y finalmente T1=10 min, de esta manera se consiguió 
tener todos los tratamientos co-incubados (terminado el proceso) al mismo tiempo para continuar con 
el proceso. 
Proceso de selección de espermatozoides (columnas de Percoll): 
1.-Se preparó el gradiente para la clasificación espermática, mediante columnas de de Percoll, 30-60-
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2.-Se colocó el semen (pasado el proceso de co-incubación, además del testigo) en el tubo que 
contiene el gradiente de Percoll, de modo que este quede depositado en la parte superior de la misma. 
3.-Se realizó la primera centrifugación a 700g/10min, al terminar la misma se tomó el pellet y se re 
suspendió en medio FIV-SOF. 
4.-Se procedió a realizar la segunda centrifugación a 350g/10min, seguidamente se tomó el pellet, de 
éste se tomaron 5 μl y se mezcló con 95 μl de agua para valorar la concentración en la cámara de 
Neubauer. 
5.-Se calculó la cantidad de muestra seminal para adicionar (1x106 espermatozoides/ml en la FIV. 
Fecundación: 
Los ovocitos se colocaron en las microgotas del medio de fecundación (FIV-SOF suplementado con 
10 μg/ml de heparina) y se procedió al co-cultivo con la cantidad de semen correspondiente, se 
incubaron en la estufa durante 24 h., en condiciones similares a las utilizadas para la maduración. 
3.2.2.4 Valoración de la calidad espermática 
Vitalidad: 
La vitalidad espermática se determinó mediante el uso de eosina-nigrosina, para esto se colocaron 5 
μl de muestra sobre 5 μl de eosina-nigrosina, posteriormente, se ejecutó un frotis y se observó en el 
microscopio para determinar cantidad de espermatozoides vivos (blancos) y muertos (rosados), el 
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Motilidad individual progresiva (MIP): 
Se analizó la motilidad individuad progresiva (MIP), con 5 μl de muestra colocados en un portaobjetos 
y cubiertos, se observó en un microscopio con aumento 40X. La valoración se expresó en porcentajes 
del 0-100%. 
Anormalidad espermática: 
Las anormalidades espermáticas se determinaron mediante el uso de eosina-nigrosina, al igual que 
para valorar la vitalidad se colocó 5 μl de muestra sobre 5 μl de eosina-nigrosina, se ejecutó un frotis 
y se observó en el microscopio; el resultado se expresó en porcentaje. 
Prueba de Host: 
Para la valoración de la integridad de membrana se aplicó el test de Host; que consistió en colocar en 
un tubo Eppendorf 10 µl de semen diluido y100 µl de solución de Host, se homogenizó la mezcla y se 
mantuvo a baño María por 30 min, finalmente, se colocó una gota de la preparación en un portaobjetos 
y se observó al microscopio. 
Valoración de la integridad de la membrana del acrosoma: 
Además se valoró la integridad de la membrana acrosomal, para ello se colocó 5 μl de muestra en un 
portaobjetos, se cubrió, se dejó secar y se observó al microscopio óptico de contraste de fases con 
1000 aumentos. 
3.2.2.5 Cultivo in vitro 
Después de 24 horas post fecundación, se realizó el desempaque; es decir, los presuntos cigotos 
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preparadas, la placa se llevó a la cámara trigas a 38,5°C en una atmósfera de 5% de O2, 5% de CO2, 
90% de N2 y humedad a saturación. 
El clivaje se evaluó 48 horas después de la fecundación, observando el porcentaje de ovocitos que 
presenten división celular y se continuó con el cultivo hasta el día 7 para evaluar el porcentaje de 
producción de embriones. 
3.2.2.6 Sexo de embriones 
Para conocer el sexo de los embriones obtenidos en el proceso  se usó la amplificación isotérmica 
mediada por un lazo (LAMP); se realizaron dos reacciones, el control de proceso (reacción común de 
bovino) y una reacción específica para macho. La detección de productos amplificados se realizó 
mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE teñido con Bromuro de Etidio. 
1.- La extracción de ADN se realizó calentando los embriones durante 5 min a 95°C-100°C. 
2.- Se realizó la premezcla para el ensayo de amplificación según lo siguiente: 
Reactivo: Concentración Volumen 
Inicial final por reacción 
Agua grado biología molecular No aplica No aplica 4,1µl x n 
Buffer de amplificación 10 x 10X 1X 1,25 µl x n 
Solución de Betaína 4 M 800 mM 2,5 µl x n 
dNTP`s 10 mM 1,4 mM 0,35 µl x n 
Oligonucleótido FIP  100 µM 1,6 µM 0,2 µl x n 
Oligonucleótido BIP 100 µM 1,6 µM 0,2 µl x n 
Oligonucleótido F3 25 µM 0,2 µM 0,1 µl x n 
Oligonucleótido B3 25 µM 0,2 µM 0,1 µl x n 
Oligonucleótido LF 100 µM 0,8 µM 0,1 µl x n 
Oligonucleótido LB 100 µM 0,8 µM 0,1 µl x n 
Muestra de ADN total --- µg/µl --- µg/µl 3 µl x n 
Volumen final ----------- ---------- 12,0 µl x n 
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3.- En tubos eppendorf se colocó la muestra de ADN y la premezcla, los mismos se incubaron en el 
termociclador con el fin de producir la desnaturalización (5 min/94°C) y el alineamiento (5 min/4°C). 
4.- Se retiraron los tubos del termociclador y se añadió la enzima (Bsm ADN polimerasa) para que se 
dé la extensión (60 min/60°C) y la inactivación (10 min/80°C). 
Reactivo: Concentración Volumen 
Inicial final por reacción 
Enzima Bsm ADN polimerasa 8 U/ µl 0,32 U/ µl 0,5 µl 
Volumen final: ---- --- 12,5 µl 
 
5.- Se preparó el gel de agarosa al 1,5% en solución buffer TAE al cual se adicionó Bromuro de Etidio, 
se colocó en la bandeja para gel y se dejó gelificar. 
6.- A las reacciones sometidas al proceso de amplificación se les añadió la Solución buffer de carga 
para ADN. 
7.- Se colocaron 12 μl de cada una de las reacciones en los pozos del gel y en uno de ellos se colocaron 
450 ng del marcador de peso molecular. 
8.- El gel fue sometido a 100 Voltios durante 40 minutos. 
9.- Finalmente se fotodocumentaron los resultados. Se consideró que el sexo de los embriones fue 
masculino cuando se logró amplificar el fragmento correspondiente al control de proceso y el específico 
para macho, por otro lado, cuando solo el control de proceso fue positivo, se consideró que el sexo de 
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Figura 9: Esquema de PIV y LAMP 
3.3 Diseño experimental  
El trabajo fue de tipo experimental, con diseño completamente al azar (DCA), con tres tratamientos y 
un testigo. Los tratamientos se incorporaron previo a la fecundación in vitro. Las etapas de MIV y CIV 
fueron idénticas para los tratamientos en estudio. Se repitieron las sesiones de recolección, MIV hasta 
completar 200 COC’s por tratamiento, con un mínimo de 5 repeticiones por tratamiento con un rango 
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Tratamiento 1: Co-incubación de semen con el agente sexador de semen bovino para hembras 
(HeiferPlus™) durante 10 minutos. 
Tratamiento 2: Co-incubación de semen con el agente sexador de semen bovino para hembras 
(HeiferPlus™) durante 20 minutos. 
Tratamiento 3: Co-incubación de semen con el agente sexador de semen bovino para hembras 
(HeiferPlus™) durante 30 minutos. 
Tratamiento 4: Testigo 
Variables:  
Independientes: 
- Co-incubación de semen con el agente sexador de semen bovino para hembras (HeiferPlus™), 
con tres tiempos diferentes (10; 20 y 30 minutos). 
- Sesión de producción de embriones in vitro (PIV). 
 
Dependientes: 
• Valoración de la calidad espermática. 
• Número de ovocitos clivados pos fecundación in vitro. 
• Cantidad de blastocistos obtenidos. 
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Análisis estadístico: 
Para el análisis de los resultados se utilizó el programa informático SPSS® versión 25. Se establecieron 
estadígrafos principales. Para la valoración de las variables cuantitativas se realizó un ANOVA y para 
comparar medias la prueba de Tukey al 5%. Para comparar las variables cualitativas (porcentuales) 
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4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
4.1 Valoración seminal 
Vitalidad espermática: 
Se ha reportado que las diferentes alternativas para seleccionar espermatozoides X o Y, producen 
alteraciones espermáticas debido al procedimiento de separación (89), de allí que en la presente 
investigación en un primer momento se valoró el número de espermatozoides vivos (vitalidad) 
presentes luego del proceso de co-incubación en los diferentes tratamientos. En una segunda 
instancia, luego del proceso de selección espermática mediante las columnas de Percoll (30, 60 y 
90%), se volvió a evaluar la muestra seminal de cada tratamiento.  
Se determinó que luego del tiempo de co-incubación con el agente sexador de semen el número de 
espermatozoides vivos en T2 (20 min) y T3 (30 min) disminuyó significativamente (P<0,05), frente al 
control. Sin embargo, la vitalidad en T1 (10 min) fue similar estadísticamente al del control (Figura 10). 
Los resultados obtenidos permiten inferir que la co-incubación de la muestra seminal con el agente 
sexador produce daños en los espermatozoides incrementando el número de espermatozoides 
muertos presentes; así pues, cuando se co-incubo por 10 min, el promedio de espermatozoides 
muertos (12,9%) fue similar estadísticamente al control (0,5%). Sin embargo, al incrementar el tiempo 
de co-incubación a 20 y 30 minutos (T2 y T3 respectivamente), el promedio se incrementó 
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Figura 10: Porcentaje promedio de espermatozoides vivos (Vitalidad), luego del tiempo de co-
incubación en cada uno de los tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30 min. Control. Prueba de 
Tukey al 5%. Simbología de significancia entre grupos (*=a●=ab■=b). 
En la producción de embriones in vitro (PIV), para la fase de fecundación (FIV), se usan habitualmente 
técnicas de  separación o selección seminal, como la gradiente de coloides (columnas de Percoll), esto 
permite aumentar la calidad del  esperma,  ya  que  eliminan  aquellos espermatozoides con 
alteraciones o muertos  (90), lo cual permite en cierta forma contar con espermatozoides de mejor 
calidad para la fecundación in vitro (FIV). 
Este principio se pudo evidenciar en el presente trabajo, al valorar vitalidad en los diferentes 
tratamientos luego de pasar las muestras seminales por la columna de Percoll, llegando a determinar 
que el promedio de espermatozoides vivos en T1 (98,1%), T2 (97,6%), T3 (96,7%) y control (97,8%) 
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Figura 11: Porcentaje promedio de espermatozoides vivos (Vitalidad), luego de la selección 
espermática con la columna de Percoll, en cada uno de los tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30 
min. Control. Prueba de Tukey al 5%. Simbología de significancia entre grupos (*=a●=ab■=b). 
Es importante resaltar que previo a la selección espermática mediante las columnas de Percoll en T2 
y T3 el promedio de espermatozoides vivos fue del 79,3% y 80,2% y luego se incrementó a 97,6% y 
96,7%, respectivamente. Por lo tanto, el uso de la columna de Percoll como técnica de selección 
espermática permitió contar con un 18,3% y 16,5% de espermatozoides viables en T2 y T3 
respectivamente. En el grupo control los valores fueron similares estadísticamente (figura 10 y 11).  
Schenk et al., (91) mencionaron que parámetros como la vitalidad puede verse afectada por el efecto 
de sexaje del semen y su criopreservación, es por ello que en la FIV se necesita un método de lavado 
y selección de los espermatozoides, como el gradiente diferencial de Percoll (92), el cual separa a los 
espermatozoides con mejor movilidad de aquellos muertos e inmóviles.Parrish et al., (93), describieron 
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cual corrobora lo obtenido en el presente  estudio; además, Kochlar et al., (94) mencionaron que 
Percoll permite retirar los diluyentes y crioprotectores que pueden ocasionar disminución en la 
fertilidad. 
 
Motilidad Individual Progresiva (MIP): 
Al valorar la Motilidad individual progresiva (MIP) luego del tiempo de co-incubación se observó que 
ésta disminuyó significativamente (P<0,05)  en T2 (37,9±8,08%) y T3 (40,0±4,49%) en comparación 
con el control (58,6±3,65%), sin embargo, T1 mantuvo valores (48,3±3,24%) similares (P>0,05) al 
control (Figura 12). Estos resultados siguen reforzando el criterio de que a mayor tiempo de exposición 
de la muestra seminal al agente sexador mayores daños en el espermatozoide.  
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Figura 12: Motilidad individual progresiva (MIP), de los espermatozoides expresada en porcentaje, 
luego del tiempo de co-incubación en cada uno de los tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30 
min. Control. Prueba de Tukey al 5%. Simbología de significancia entre grupos (*=a●=ab■=b). 
Luego de la selección espermática por medio de las columnas de Percoll, se observó que la MIP en 
los tratamientos y el control se nivelaron (P>0,05); T1 (85,7±1,89%), T2 (86,0±2,14%), T3 
(81,6±3,87%), Control (82,1±2,37%), figura 13.  
















Figura 13: Motilidad individual progresiva (MIP), de los espermatozoides expresada en porcentaje, 
luego del proceso de selección mediante las columnas de Percoll en cada uno de los tratamientos. 
T1=10 min. T2=20 min. T3=30 min. Control. Prueba de Tukey al 5%. Simbología de significancia entre 
grupos (*=a●=ab■=b). 
Hafez y Hafez (95) indicaron que para evaluar la MIP se usa una escala de 0 a 100%, donde las 




Noelia Natalí López Zhindón 




Universidad de Cuenca 
basado en ello se observó que luego del tiempo de co-incubación con el agente sexador, el control 
presentó motilidad buena, mientras que los tratamiento T1, T2 y T3 presentaron motilidad regular, sin 
embrago luego de la selección espermática por medio de las columnas de Percoll, los tratamientos y 
el control presentan motilidad excelente (>70%). 
Los espermatozoides sexados presentan un menor porcentaje de motilidad progresiva, así lo 
mencionan Rodríguez et al., (96); Palma et al., (15); Shenk et al., (91) y Seidel et al.,(97) quienes 
establecen  en sus estudios que usar métodos para el sexaje de semen como la citometría de flujo 
causa una disminución en la motilidad comparado con el semen no sexado, así también lo señala De 
Jarnette et al., (98), indicando que el semen sexado presenta un periodo de vitalidad más corto y 
diferentes patrones de motilidad en comparación con semen convencional; sin embargo durante la FIV 
los espermatoziodes se someten a un proceso de selección (gradiente de Percoll) lo que causa que 
solo los espermatoziodes viables, con motilidad superior y mejor calidad fisiológica sean seleccionados 
para la fecundación según lo mencionan Pellegrino et al., (99);  Cesari et al., (100) y Prakash et al., 
(101), ratificando el aumento de la motilidad post Percoll obtenido en éste estudio. 
Gerard et al., (102), evaluaron la eficacia de HeiferPlus™ en cuanto calidad de semen valorando 
motilidad y viabilidad espermática luego de 20 minutos de co-incubación, concluyendo que dichos 
parámetros disminuyeron significativamente en comparación con el control, lo cual concuerda con los 
valores obtenidos en éste estudio. En contraposición Curry (103), quien realizó un análisis de semen, 
concluye que no hubo diferencias en la motilidad del semen tratado con HeiferPlus™ frente al Control 
(sin tratar). 
Anormalidad espermática: 
Se valoró las anormalidades espermáticas ya que su análisis es fundamental para determinar el 
potencial de los machos en cuanto a su fertilidad (104).  Luego del tiempo de co-incubación se observó 
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(97,2%), Control (96,5%), en cuanto al porcentaje de espermatozoides normales, figura 14, es decir 
que el producto no incrementa la presencia de anormalidades. 





























Figura 14: Porcentaje de espermatozoides normales luego del tiempo de co-incubación en cada uno 
de los tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30 min. Control. Prueba de Chi cuadrado al 5%. 
*=indica diferencia entre grupos. 
Luego de pasar las muestras seminales por la columna de Percoll, valorando anormalidades en los 
diferentes tratamientos se pudo determinar que el promedio de espermatozoides normales en T1 
(95,8%), T2 (95,6%), T3 (97,2%) y control (97,3%) fueron similares (P>0,05), figura 15. 
Para que un espermatozoide pueda cumplir con su función biológica, éste debe ser morfológicamente 
normal (51,105), ya que un alto porcentaje de espermatozoides anormales desciende la capacidad 
fecundante del eyaculado según lo menciona  Morrow (106).  Muiño et al., (107) sugieren que es 
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procesada. Se puede observar que  los valores obtenidos en éste estudio superan el valor aceptable, 
demostrando que el producto no causa alteraciones en la morfología seminal. 





























Figura 15: Porcentaje promedio de espermatozoides normales, luego de la selección espermática con 
la columna de Percoll, en cada uno de los tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30 min. Control. 
Prueba de Chi cuadrado al 5%. *=indica diferencia entre grupos. 
 
Integridad de la membrana (HOS-T): 
La membrana externa de los espermatozoides cumple funciones como el metabolismo y capacitación 
espermática y su integridad está relacionada con la viabilidad  del semen (108), la prueba de hinchazón 
hipoosmótica (HOS-T) permite determinar el estado de la misma. Es así que en el presente estudio se 
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Se pudo observar que luego del tiempo de co-incubación con el agente sexador de semen la integridad 
de la membrana plasmática fue similar (P>0,05), en T1 (38,1%), T2 (35,6%) y T3 (34,8%), sin embrago 
presentan diferencia significativa frente al Control (47,9%) (Figura 16), lo que indica que el producto 
causa daño en la membrana plasmática. 
























Figura 16: Porcentaje de espermatozoides que reaccionaron positivamente a la prueba de Host, luego 
del tiempo de co-incubación en cada uno de los tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30 min. 
Control. Prueba de Chi cuadrado al 5%. *=indica diferencia entre grupos. 
Morado et al., (109) indicaron que la prueba hipoosmótica (HOST), ha mostrado gran efectividad en la 
valoración de la integridad de la membrana plasmática, la cual es esencial para la fecundación puesto 
que la misma realiza los procesos de capacitación y reacción acrosomal que permiten penetrar la zona 
pelúcida del ovocito (110). 
Minervini et al., (111), estudiaron el efecto de HeiferPlus™ sobre parámetros funcionales de 
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cual se relacionó con la integridad de la membrana externa por lo tanto concluyeron que HeiferPlus™ 
probablemente anticipa la capacitación espermática y la reacción acrosomal. Corroborando los 
hallazgos del presente estudio respecto a la integridad de la membrana  externa; sin embargo, no se 
demostró un efecto sobre la integridad de la membrana acrosomal (reacción acrosomal). 
Después de la selección espermática con las columnas de Percoll se observó que el porcentaje de 
espermatozoides con su membrana íntegra fue T1=37,9%, T2=40,5% y T3=42,8% mostrando que 
disminuyó significativamente frente al Control (53,4%), similar a lo ocurrido antes del Percoll (Figura 
17). 

























Figura 17: Porcentaje de espermatozoides que reaccionaron positivamente a la prueba de Host, luego 
de la selección espermática con la columna de Percoll, en cada uno de los tratamientos. T1=10 min. 
T2=20 min. T3=30 min. Control. Prueba de Chi cuadrado al 5%. *=indica diferencia entre grupos. 
Ángell et al., (10) evaluaron el efecto de la selección espermática por gradiente de Percoll sobre la 
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espermatozoides no centrifugados y los centrifugados por 10 min 700g, estos datos concuerdan con 
lo encontrado en éste estudio, ya que no se observa diferencia en el porcentaje de espermatozoides 
que reaccionaron positivamente a la prueba de Host, antes y después la selección espermática con la 
columna de Percoll, lo que es corroborado también por Urrego et al., (112) quienes evaluaron semen 
la integridad de la membrana de semen no sexado y no observaron diferencia entre espermatozoides 
centrifugados y no centrifugados. 
Integridad de la membrana acrosomal: 
Una membrana acrosomal íntegra brinda a los espermatozoides la capacidad de unirse y penetrar en 
los ovocitos mediante la reacción acrosomal, lo que indica que su análisis puede predecir la capacidad 
de fecundación de las muestras de semen bovino (113). Por ello en éste estudio se valoró la integridad 
de la membrana acrosomal luego del tiempo de co-incubación sin embargo no se observó diferencia 
estadística (P>0,05) entre los tratamientos T1 (88,5%), T2 (88,4%) y T3 (84,3%) frente al Control 
(87,2%) (Figura 18). 
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Figura 18: Porcentaje de espermatozoides con membrana acrosomal íntegra, luego del tiempo de co-
incubación en cada uno de los tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30 min. Control. Prueba de 
Chi cuadrado al 5%. *=indica diferencia entre grupos. 
Al valorar la integridad de la membrana acrosomal luego de pasar las muestras seminales por la 
columna de Percoll, se pudo evidenciar que el promedio de espermatozoides con su membrana 
acrosomal íntegra en T1 (95%), T2 (94,3%), T3 (93,7%) y control (95,6%) fueron similares (P<0,05), 
figura 19. 





























Figura 19: Porcentaje de espermatozoides con membrana acrosomal íntegra, luego de la selección 
espermática con la columna de Percoll, en cada uno de los tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30 
min. Control. Prueba de Chi cuadrado al 5%. *=indica diferencia entre grupos. 
Según Schenk et al., (91) al sexar el semen mediante citometría de flujo existe una disminución en la 
integridad acrosomal en comparación con el semen convencional; lo que concuerda con Carvalho et 
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daño acrosomal, además Mocé et al., (116) indican que el proceso de sexado acelera la reacción 
acrosomal; todo esto en contraposición con nuestro estudio en donde no se encontró diferencia entre 
tratamientos con semen sexado con HeiferPlus™ en cuanto a la integridad de la membrana acrosomal. 
4.2 Porcentaje de clivaje y embriones obtenidos 
El clivaje se valoró a las 48 horas post fecundación, donde se observó que los tratamientos T1 y T2 
(57,1% y 57,9%) mantuvieron promedios similares (P>0,05), sin embargo muestran diferencia (P<0,05) 
con T3 (41,6%) donde el porcentaje disminuyó significativamente; además, éstos difieren de 
estadísticamente del Control (P<0,05) donde se obtuvo el porcentaje de clivaje más alto (70,9%), 
figura 20. 



















Figura 20: Porcentaje promedio de clivaje, en cada uno de los tratamientos T1=10 min. T2=20 min. 
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Se ha visto factible el uso de semen sexado en la FIV, debido al reducido número de espermatozoides 
necesarios para la FIV, sin embrago estudios como el de Lu et al., (117), muestran que existe una tasa 
de clivaje menor usando dicho semen, similar a lo mencionado por Palma et al., (15) y Zhang et al., 
(118) quienes tuvieron una disminución significativa en las tasas de clivaje al usar semen sexado en 
comparación al uso de semen convencional. Araujo et al., (12), en su estudio menciona que el sexado 
de semen a través de la citometría de flujo interfiere en la calidad seminal, por lo tanto en la fertilidad 
lo que ocasiona menores tasas de desarrollo embrionario tanto in vivo como in vitro, similar a lo 
obtenido en éste trabajo con el uso de HeiferPlus™ donde se observa una menor tasa de clivaje 
cuando existe mayor tiempo de co-icubación del semen con el producto. 
En contraposición, estudios como el de Wilson et al., (119), no obtuvieron diferencia en la tasa de 
clivaje al usar semen sexado y no sexado, coincidiendo con Larocca et al., (70) y Wheeler et al., (120), 
quienes tampoco observaron diferencia significativa usando semen sexado por citometría de flujo. Así 
también en un estudio realizado por Chowdhury et al., (121), usando un anticuerpo monoclonal 
(WholeMom®) para sexar el semen no hubo diferencias en cuanto al porcentaje de clivaje, como 
tampoco se encontró diferencias en el porcentaje de embriones obtenidos en el día siete. 
Sin embargo Oses et al., (5) en su estudio encontraron que la tasa de división con semen sexado fue 
mayor que la obtenida con semen convencional, no obstante al analizar el porcentaje de blastocistos 
los resultados fueron contrarios. 
El porcentaje de producción de embriones se valoró al día 7 post fecundación, donde se pudo observar 
que en T1 se obtuvo un promedio de 18,7%, lo que indica que el porcentaje disminuyó 
significativamente (P<0,05) frente al Control. Sin embargo el porcentaje de T2 y T3 (21,8% y 21,3%) 




Noelia Natalí López Zhindón 




Universidad de Cuenca 






















Figura 21: Porcentaje promedio de embriones, en cada uno de los tratamientos. T1=10 min. T2=20 
min. T3=30 min. Control. Prueba de Chi cuadrado al 5%. Simbología de significancia entre grupos 
(*=a●=ab■=b). 
Palma et al., (122) indican que un 30 a 40% de ovocitos en la PIV alcanzan un estadío de blastocisto 
usando semen convencional corroborando lo obtenido en este estudio con en el grupo Control (30,5%); 
sin embargo, según Wheeler et al., (120), mencionaron que el porcentaje disminuye al 10-20% al usar 
semen sexado con citometría de flujo, coincidiendo parcialmente con nuestro estudio puesto que en 
T1 se obtuvo un promedio de 18,7%, no obstante en T2 y T3 se tienen valores ligeramente mayores 
al 20% (21,8% y 21,3% respectivamente). 
Araujo et al., (12) y Palma et al., (15) comprobaron que el desarrollo de blastocistos en el día siete fue 
significativamente inferior usando semen sexado en relación al grupo control, lo que coincide a lo 
estudiado por Trigal et al., (123), quienes obtuvieron mayor clivaje y mayor desarrollo de embriones 
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No obstante Kastska-Ksiaz et al., (124) utilizando semen sexado congelado-descongelado 
encontraron diferencias en cuanto al clivaje, sin embargo el porcentaje de blastocistos fue similar para 
el semen sexado y no sexado, coincidiendo con lo obtenido por Puglisi  et al., (125) en cuanto a clivaje 
y blastocistos. 
Curry (103), valoró el número de embriones recogidos en vacas hiperestimuladas e inseminadas con 
semen tratado con HeiferPlus™, sin embrago no afectó dicho número respecto al control, en 
contraposición a lo encontrado en éste estudio ya que se observa influencia del producto HeiferPlus™ 
sobre el número de embriones obtenidos en PIV, lo que coincide con Gerard et al., (102) donde se 
observó que el semen tratado con HeiferPlus™ dio menores tasas de ovocitos fertilizados in vitro en 
comparación con el control. 
Otros estudios realizados in vivo como el de Jaar y Ventura (126), al evaluar  la fertilidad de semen 
sexado con HeiferPlus™ en vacas de ganado de carne, concluyen que aumentan los servicios por 
vaca preñada, de la misma manera en el trabajo realizado por García (51), se concluyó que el uso de 
HeiferPlus™ en el sexado de semen no aumentó el porcentaje de fertilidad. Un estudio realizado en 
búbalos por Barile et al., (127) indica que el uso de HeiferPlus™ da como resultado una menor tasa 
de concepción en comparación con el control (semen convencional). Esto no coincide con lo informado 
por EMLAB Genetics (17) quienes aseguran que la tasa de concepción no se ve afectada e incluso 
existe un ligero aumento en la misma.  
Turk et al., (128), no encontraron diferencias estadísticamente significativas en las tasas de preñez al 
usar HeiferPlus™. Díaz (6) en su estudio a pesar de no encontrar diferencia estadística en cuanto a 
tasa de concepción, si pudo observar un incremento del 20% en animales inseminados con semen 
tratado con HeiferPlus™, lo que coincide con Curry et al., (129) quienes inseminaron a vacas 
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inseminadas con HeiferPlus™. Así también Campos y Vargas (77), en su trabajo reportan que el uso 
de HeiferPlus™ para el sexado de semen en bovinos presentan ventaja en el aumento de la fertilidad. 
En la figura 22, se puede observar el porcentaje de cada estadio de desarrollo de los embriones de 
los tratamiento, donde a pesar de que no muestran diferencia estadística, se aprecia que existe un 
mayor número de Mórulas, indicando que pudo existir un retraso en el tiempo de fecundación. 




























Figura 22: Porcentaje de cada estadio de desarrollo de los embriones (M=mórula; BT=Blastocisto 
temprano; B=Blastocisto; BE=Blastocisto expandido; BP=Blastocisto protruido), en cada uno de los 
tratamientos. T1=10 min. T2=20 min. T3=30 min. Control. Prueba de Chi cuadrado al 5%. Simbología 
de significancia entre grupos (*=a●=ab■=b). 
Barceló-Fimbres et al., (130) realizaron un estudio en el cual se evaluó la FIV usando esperma bovino 
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Y tienen un ligero avance y mejor calidad que aquellos producidos con esperma X, además se ha 
informado que los embriones masculinos producidos in vitro presentan un desarrollo más rápido que 
los femeninos (131,132). Lu et al., (117) también indican que los embriones producidos con semen 
sexado presentan un desarrollo más lento que aquellos producidos con semen convencional. Esto 
podría explicar por qué  en nuestro estudio se presentó un mayor porcentaje de Mórulas en relación a 
estadios más avanzados, sin embargo se observa lo mismo en el Control. 
4.3 Relación hembras-machos 
El porcentaje de embriones hembras y machos obtenidos en cada uno de los tratamientos no muestra 
diferencia estadística, sin embargo se puede observar que existe un incremento de aproximadamente 
el 20% en la producción de embriones hembra en los tratamientos T1 y T2 (76,9% y 75,8% 
respectivamente) respecto al Control (56,4%), figura 23. Esto coincide con lo descrito por EMLAB 
Genetics (17) quienes afirman que el uso de HeiferPlus™  aumenta la probabilidad de nacimiento de 
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Figura 23: Porcentaje de embriones hembras y machos obtenidos en cada uno de los tratamientos. 
T1=10 min. T2=20 min. T3=30 min. Control. Prueba de Chi cuadrado al 5%. Simbología de significancia 
entre grupos (*=a●=ab■=b). 
La proporción de sexos usando semen convencional in vivo es aproximadamente 1:1 (133), aunque 
se menciona también que puede distribuirse 47% para hembras y 53% (78). In vitro la proporción se 
mantiene 1:1 sin embargo bajo ciertas condiciones esto puede diferir (134). 
Gerard et al., (102) en su trabajo encontró que uso de HeiferPlus™ indujo una desviación significativa 
del porcentaje de embriones hembra producidos in vitro en un 18,3% frente al control. 
Existen estudios in vivo como el de Turk et al., (128) donde encontraron un ligero incremento no 
significativo (7,6%) en la proporción de crías hembras al usar HeiferPlus™. Coincidiendo con el trabajo 
de Díaz (6), quien comprobó que la adición del HeiferPlus™ al semen si favorece el nacimiento de 
terneras hembras. 
García (51), menciona que el uso de HeiferPlus™ no influye en el sexo de la cría presentando valores 
similares los obtenidos con semen convencional. Lo que coincide con Campos y Vargas (77), quienes 
en su estudio concluyen que HeiferPlus™ no influye en el sexo de la cría presentando resultados 
inferiores a los presentados por EMLAB Genetics. Curry et al., (135) determinaron la eficacia de 
HeiferPlus™ en vacas superovuladas, donde los resultados indicaron que el producto no influye en la 
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5 CONCLUSIONES 
 
• La exposición de semen al agente sexador HeiferPlusTM durante 20 y 30 minutos afecta la 
vitalidad y motilidad individual progresiva de los espermatozoides. 
 
• La co-incubación del semen con HeiferPlusTM durante 10, 20 y 30 minutos produce daños en la 
membrana plasmática de los espermatozoides. 
 
• El uso de HeiferPlusTM en la fecundación in vitro disminuye el porcentaje de clivaje. 
 
• Sin embargo, el porcentaje de embriones obtenidos al final del proceso de producción in vitro 
no se ve afectado con el uso de HeiferPlusTM. 
 
• La co-incubación del semen con agente sexador (HeiferPlusTM) por 10 minutos, previo a la FIV 
produce un incremento del 20,5% de embriones hembras en relación al tratamiento testigo; sin 
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7 ANEXOS 
Anexo 1: Materiales y equipos empleados 
 
Estufa                                              Cámara trigas 
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               Termociclador                               Sistema de documentación en gel 
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Anexo 2: Agente sexador de semen (HeiferPlusTM) 
 
Agente sexador de semen bovino - HEMBRAS  
                       
INDICACIONES  
Para aumentar el porcentaje de terneras en ganado de leche y carne.  
DOSIS  
Una unidad (0.25 ml o 0.50 ml) de semen por ampolla.  
AVISO  
HEIFERPLUS es un agente bio-farmacéutico sin prescripción o receta veterinaria. Puede ser usada sin restricción. La Ley  no requiere que este producto sea utilizado 
por orden de un médico veterinario.   
DESCRIPCIÓN  
HEIFERPLUS es agente espermagenic para sexar semen de toro (Bovinos).  Cada dosis esta herméticamente sellada en una  ampolla para mantener su potencia 
durante el almacenamiento. El agente se activa mediante la adición de semen directamente a la ampolla de HEIFERPLUS. El semen mezclado con el agente sexador se 
devuelve a la pajilla original y se insemina como de costumbre.  
MODO DE ACCIÓN  
HEIFERPLUS trabaja mejorando la fertilidad del cromosoma X (femenino) y desacelera la motilidad del  cromosoma Y (espermatozoide masculino).  El resultado es 
más óvulos fertilizados por la capacitación  del cromosoma X (femenino). La proporción que la cría se una hembra se incrementa en un 20-25 % y la fertilidad se 
potencia 5-20 %.  
INSTRUCCIONES DEL KIT  
• Ponga HEIFERPLUS a 96-101.5º F (35.6 - 38.6º C) para evitar descargas fría en    el semen. Descongele el semen como de costumbre.  
• Cortar la punta de la pajilla a 60o bisel con un buen par de tijeras afiladas.  
• Inserte el corte final de la pajilla de semen a través del tapón de goma en la    ampolla de HEIFERPLUS.  
• Ponga el semen en la ampolla agarrando la ampolla y la pajilla en la palma de la    mano, "sacudir " 3 o 4 veces  (similar a un termómetro de vidrio).   Asegúrese de    
que el semen este en la ampolla.  
• Mezcle suavemente el semen con el contenido en la ampolla.  
• Transferencia de semen enriquecido de la ampolla a la pajilla. Haga esto    agarrando la ampolla y pajilla en una posición invertida,  "sacudir " a la baja 3-4    veces. 
Asegúrese que toda la esperma se transfiera a la pajilla.  
• IMPORTANTE: el semen enriquecido se incuba en agua durante 10-15 minutos a    temperatura constante de 96–101.5º F (35.6 - 38.5º C).  Consulte TABLA 1. No    
superar 60 minutos de incubación.  
• Sacar la pajilla de la incubación, secar y cortar el bisel de la pajilla. Cargue en la    pistola de inseminación e insemine como de costumbre.  
  
Nota: Durante la incubación, mantenga la ampolla adjunto a la pajilla. Proteja el semen de la exposición al aire y al agua.   
TIEMPO DE INSEMINACIÓN  
• Por muestra de “calor” observado (natural o sincronizado): Vaquillas insemine 16     horas y vacas 18 horas después de la primera muestra de calor/celo.  
• Utilizando OVSYNCHR: insemine novillas 24 horas después de la última inyección de    GnRH.  Vacas 26 horas después de la ultima GnRH.  
• Vaquillas súper–ovaladas y vacas: aplicando doble inseminación - 16 horas y 24    horas después del primer celo. Aplicando una sola inseminación - aplicar 20 horas     
después de la primera muestra de calor.  
• Utilizando pro-gestágenos (CIDR/Crestor): novillas 66-72 horas y vacas 68-74 horas    después de remover el  implante de CIDR/Crestor.  
  
AVISO: EL USO DE ESTE PRODUCTO REQUIERE RETRASO EN LA INSEMINACIÓN. ESPERE AL MENOS 16 HORAS DESPUÉS DE INICIO DEL CELO ANTES DE APLICAR ESTE 
PRODUCTO.  
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PRESENTACION  
HEIFERPLUS se liofiliza en los siguientes tamaños de envase: Ampolla de 0.25 ml y 0.50 ml.   
ADVERTENCIAS  
MANTENER FUERA DEL ALCANCE DE LOS NIÑOS.  
  
Fabricado por:   EMLAB GENETICS Arcola, IL 61910  USA                                
Para obtener más información, llame al 708-442-3964 o visite www.emlabgenetics.com  
HEIFERPLUS ® es una marca registrada de EMLAB GENETICS, LLC.   
EMLAB GENETICS © 2014  
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Anexo 3: Procedimiento en el laboratorio 
 
Ovarios obtenidos en el camal 
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